Proprietatile proteinelor Obiectivele: • 1 Proprietatile fizico-chimice ale proteinelor • 2 Masa moleculara, metode de deteminare • 3 Solubilitatea proteinelor, factorii ce o influenteaza • 4 Proprietatile solutiilor proteice (coloizi) Factorii de stabilizare în solutie a substantelor coloidale • 5 Starea solutiilor coloidale sol, gel, xerogel Exemple • 6 Sarcina electrica a proteinelor Punctul si starea izoelectrica • 7 Denaturarea proteinelor, agentii ce provoaca denaturarea Ce modificari sufera structura proteinei la denaturare • 8 Coagularea proteinelor Factorii care previn coagularea • 9 Metodele de studiere a componentei calitative si cantitative a proteinelor a) hidroliza b) cromatografie c) electroforeza d) salifiere e) dializa f) gel-filtrare Proprietati fizico-chimice • Masa moleculara • Solubilitatea proteinelor • Proprietatile amfotere • Denaturarea • Sarcina electrica a proteinei Masa moleculara a proteinelor • este comparativ cu alte substante mare: intre 10 000 si 40 000 000 Daltoni • se determina prin diferite metode: • prin calcul cu ajutorul compozitiei chimice cunoscute: Ex: • Prin analiza de sedimentare • Prin studierea presiunii osmotice • Prin difuzia luminii • Prin cromatografia de excludere moleculara Masa moleculara a diferitelor proteine Solubilitatea proteinelor • Variaza în limite mari: - Proteinele globulare prezinta grade diferite de solubilitate, - cele fibrilare sunt insolubile în apa Solubilitatea este deteminata de: - prezenta gruparilor functionale hidrofile pe suprafata moleculei proteice a resturilor AA (cu sarcini electrice (COO ; NH3) si de grupari polare (OH, SH) care interactioneaza cu dipolul de apa ) Grupa COO fixeaza 4 molecule H2O, NH2- -3; iar -OH si NH - câte l2 - de particularitatile de organizare (proteinele globulare se dizolva mai bine fata de cele fibrilare) Solubilitatea este influentata de - PH-ul mediului, care modifica sarcina electrica a proteinei - Temperatura - de proprietatile solventului (ex:apa pura, solutii saline slabe;) Prezenta sarurilor metalelor usoare - Na Cl, MgCl2, Na2SO4, care: - la concentratii mici maresc solubilitatea proteinelor - la concentratii mari scad solubilitatea proteinelor si ele precipita Acest proces se numeste salifiere Proprietatile solutiilor proteice • Proteinele sunt substante macromoleculare, de aceea formeaza solutii coloidale • Spre deosebire de solutiile coloidale obisnuite, solutiile proteice nu necesita prezenta stabilizatorului Solutiile proteice sunt stabile si cu timpul nu se precipita Solutiile proteice poseda proprietati caracteristice solutiilor coloidale: • Proprietatile optice(efectul Tindal) • Viteza de difuzie mica • Viscozitate mare • Proprietati osmotice • pot forma geluri Proprietatile optice • Solutiile proteice concentrate poseda opalescensa specifica La iluminarea laterala a solutiei proteice raza de lumina în ea devine vizibila , formând conul de lumina, numit efectul Tindal Acest efect de dispersie a luminii se explica prin difractia razelor de lumina de catre particulele în solutie • Capacitatea proteinelor de a dispersa lumina este folosita: - la determinarea cantitativa a proteinelor prin metoda nefelometrica - la studierea microscopica a structurilor celulare • Solutiile proteice poseda absorbanta în limitele spectrului ultrafiolet, caracterizata de prezenta in ele a resturilor aminoacizilor fenilalanina, tirozina si triptofan Fenilalanina si tirozina are absorbanta maxima la lungimea de unda 280 nm, iar triptofanul - 254 nm Viteza de difuzie mica • Difuzie - deplasarea spontana a moleculelor substantei dizolvate datorita gradientului de concentratie( de la zone cu concentratii mai mare spre cele cu concentratie scazuta) • Viteza de difuzie a proteinelor depinde mai mult de forma moleculei, decât de masa ei Repartizarea intracelulara a proteinelor din locul de sinteza (ribosomi) are loc prin difuzie Deoarece viteza de difuzie e mica are loc limitarea vitezei proceselor dependente de functiile proteinelor difuzabile în sectorul respectiv Viscozitate mare • e dependenta de masa si forma moleculelor Marirea concentratiei proteinei conduce si la marirea viscozitatii solutiei (se maresc fortele de coeziune între moleculele proteice) • Proteinele fibrilare sunt mai vîscoase comparativ cu cele globulare • Viscozitatea e dependenta de: • temperatura- ?t0 -? viscozitatea • prezenta electrolitilor (ex sarurile de Ca2+ maresc viscozitatea prin formarea puntilor de Ca2+) Proprietati osmotice • proteine fiind macromolecule - nu difundeaza prin membrane semipermiabile, pe când micromoleculele trec prin asemenea membrane Acest proces e folosit în practica pentru purificarea solutiilor proteice de amestecuri micromoleculare, numit dializa • proprietatea de a forma geluri • Proteinele prezinta coloizi liofili, si deci pot forma geluri Particulele coloidale de proteina interactioneaza între ele si apare o structura reticulara interna din care cauza viscozitatea solutiei creste Formarea de gel se observa la coagularea sîngelui (formarea retelei de fibrina) Proprietatea de a forma geluri • Proteinele prezinta coloizi liofili, si deci pot forma geluri Particulele coloidale de proteina interactioneaza între ele si apare o structura reticulara interna din care cauza viscozitatea solutiei creste Formarea de gel se observa la coagularea sîngelui (formarea retelei de fibrina) Formarea gelului depinde de : • concentratia solutiei (odata cu cresterea concentratiei); • temperatura (la scaderea temperaturii); • concentratia ionilor de hidrogen (în punctul izoelectric se observa o viteza maxima de formare a gelului); • prezenta electrolitilor (Ionul SO42- contribuie în mod preferat la transformarea solului în gel) Xerogel • este gelul secat (uscat) - lipsit de apa • se capata prin Secare liofila a solutiilor coloidale • Secarea liofila consta în îndepartarea apei în vid din solutia coloidala înghetata • se pastreaza un timp mai îndelungat ceea ce prezinta importanta practica în industria de preparare a medicamentelor de origine proteica • Ex: deferite proteine (albumina, gama-globulinele si altele) Stabilitatea solutiei proteice e determinata de 2 factori: • sarcina electrica - determina respingerea moleculelor proteice încarcate pozitiv sau negativ • membrana apoasa care îndeparteaza moleculele proteice una fata de alta impedicând agregarea si precipitarea lor Sarcina electrica este determinata de componenta AA: * daca predomina AA acizi (glu,asp) sarcina sumara a proteinei va fi negativa 2 daca predomina AA bazici (Liz,Arg) sarcina sumara a proteinei va fi pozitiva Sarcina electrica este influentata de pH mediului: • În apa aminoacizii se comporta ca tvetiriioni • În mediu acid sarcina sumara va fi pozitiva • În mediu bazic sarcina sumara va fi negativa Datorita acestui fapt la trecerea unui curent electric în solutie, AA vor migra în mediu acid spre catod(-), iar în mediu alcalin spre anod(+) Punct izoelectric - E ste o valoare a pH-ului la care suma sarcinilor pozitive este egala cu suma sarcinilor negative (migrarea proteinelor sau a AA într-un cîmp electric este nula) - se noteaza pHi si este diferit pentru fiecare aminoacid sau proteina • În aceasta forma se exercita forte de atractie reciproce între gruparile - COO- si - NH3+; are loc o aglomerare a moleculelor din solutie si solubilitatea devine minima pHi • Pentrui AA neutri se afla între pH 6-7 • Pentrui AA bazici se afla în mediu bazic • Pentrui AA acizi se afla în mediu acid Sarcina proteinei • La un pH mai acid ca valoarea pHi proteina capata o sarcina pozitiva (cation) si migreaza spre catod(-); • la PH mai mare ca pHi proteina capata o sarcina negativa si migreaza spre anod(+) Membrana apoasa (apa fixata) • Se formeaza la interactiunea grupelor ionogene ce fixeaza dipolii de apa Grupa COO fixeaza 4 molecule H2O, NH2- -3; iar -OH si NH - câte 2 Proprietatile apei fixate 1 moleculele apei legate au o dispunere mai compacta, ce o apropie de un corp solid 2 proprietatile ei de solvent sunt reduse 3 îngheata la temperaturi joase( -40C) 4 constanta dielectrica (forta de atractie dintre ionii încarcati opus) este de 2,8, pe cînd la H2O obisnuita este de 8 Denaturarea proteinelor • este distrugerea nivelurilor superioare de organizare ale moleculei proteice (secundar, tertiar, cuaternar) în afara de structura primara cu pierderea proprietatile fizico-chimice si biologice ale proteinei • Agentii denaturanti se împart în fizici si chimici 1 factorii fizici: mperatura, presiunea, radiatiile ultraviolete si ionizante 2 factorii chimici : acizi, bazele, solventii organici, detergentii, amidele, sarurile metalelor grele Trasaturile proteinei denaturate: - pierderea activitatii biologice - micsorarea solubilitatii - schimbarea formei si marimii moleculelor - cresterea reactibilitatii unor grupe - pierderea capacitatii de a se cristaliza Substantele ce pot împedica denaturarea • solutii de glucide • glicerina • a grasi • Pentru a evita denaturarea proteina se pastreaza la rece, în solutii concentrate de saruri la un pH anumit Renaturare (renativare) - este restabilirea structurii si activitatii biologice a proteinei la înlaturarea agentului denaturant Metodele de studiere a componentei calitative si cantitative a proteinelor • a) hidroliza (ruperea unei legaturin ordinare cu aditia unei molecule de apa) • b) cromatografie • c) electroforeza • d) salifiere • e) dializa • f) gel-filtrare Cromatografie - este identificarea si separarea aminoacizilor • Principiul: Metoda este bazata pe diferenta coeficientului de repartitie a aminoacizilor în apa si solvent organic (butanol), care nu se amesteca cu apa Viteza migrarii aminoacizilor pe hîrtie este direct proportionala cu gradul de dizolvare în butanol Electroforeza - este metoda de separare a particulelor ce poseda sarcina (proteine) într-un cîmp electric • Directia migrarii Pr depinde de pH-ul mediului; Pr fiind electroliti amfoteri - în mediul acid ele poseda sarcina pozitiva si se misca spre catod, în mediul bazic posedâ sarcina negativa migreaza spre anod • Separarea Pr din serul sanguin La pH-ul 8,6 -8,9 în câmpul electric continuu Pr serului poseda sarcina negativa si vor migra spre anod cu o viteza care depinde în aceeasi masura de marimea sarcinii electrice si de masa moleculara a particulelor În rezultat se separa Albumine(care agung primele),apoi globulinele care se separa în fractii: ?1, ?2; ? si în final ?-globulinele Salifierea - este metoda de precipitare a proteinelor din solutie la actiunea conentratiilor mari de saruri neutre (sulfatul de amoniu, clorura de sodiu si al ) - este un proces reversibil Mecanismul salifierii se reduce la dehidratare macromoleculelor proteice si înlaturarea sarcinii electrice Asupra vitezei de precipitare a proteinelor prin salifiere actioneaza un sir de factori ca hidrofilitatea proteinei, masa moleculara, sarcina electrica; de aceea salifiere diferitelor proteine are loc în concentratii diferite de saruri De exemplu, albuminele se precipita în solutie saturata de sulfat de amoniu, pe când globulinele - în solutie semisaturata de aceeasi sare Dializa proteinelor Dializa (din greceste dialisis - separare) se numeste procesul de separare a substantelor macromoleculare si solutiilor coloidale de substante micromoleculare cu ajutorul membranelor semipermeabile (celofan, pergament, colodiu si al ); Posedând un diametru mare moleculele proteice, coloizii, substantele macromoleculare nu pot trece prin porii acestor membrane spre deosebire de substantele micromoleculare si saruri 2 